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Chemicals and peptides
p i d s 1 , 2 - d i m y r i s t e l a i d o y l - s n - g l y c e r o - 3 - p h o s p h o c h o l i n e ( 1 4 : 1 P C ) , 1 , 2 - d i o l e o y l - s n - g l y c e r o - 3 - p h o s p h o c h o l i n e ( D O P C ; 1 8 : 1 P C ) , 1 , 2 - d i e r u c o y l - s n - g l y c e r o - 3 - p h o s p h o c h o l i n e ( 2 2 : 1 P C ) , 1 , 2 - d i p a l m i t o y l - s n - g l y c e r o - 3 - p h o s p h o e t h a n o l a m i n e - N - ( c a p b i o t i n y l ) ( b i o t i n y l a t e d - D P P E ) , 1 , 2 - d i o l e o y l - s n - g l y c e r o - 3 - p h o s p h o e t h a n o l a m i n e ( D O P E ) a n d cm a l e i m i d e f r o m A t t o -T e c ( S i e g e n , G e r m a n y ) . A t t o 6 3 3 -D O P E w a s p r e p a r e d i n o u r l a b o r a t o r y b y c o u p l i n g o f A t t o 6 3 3 N H S e s t e r ( A t t o -T e c ) t o t h e a m i n e o f D O P E f o l l o w e d b y s i z e -e x c l u s i o n c h r o m a t o g r a p h y . P e p t i d e L W 2 1 (( M W 4 1 1 9 , G L L D S K K W W L L L L L L L L A L L L L L L L L W W K K F S R S ) an d i t s f l u o r e s c e n t l y l a b e l l e d v a r i a n t A t t o 4 8 8- L W 2 1 ( M W 4 9 3 3 A t t o 4 8 8 - C G L L D S K K W W L L L L L L L L A L L L L L L L L W W K K F S R S )w e r e c u s t o m s y n t h e s i z e d b y V I D I A ( P r a g u e , C z e c h R e p u b l i c ) . T h e i d e n t i t y a n d p u r i t y o f t h e p r o d u c t s ( > 9 2 % ) w e r e c o n f i r m e d b y m a s s s p e c t r o m e t r y a n d a n a l y t i c a l H P L C . T h e s e q u e n c e o f L W 2 1 p e p t i d e c o n t a i n s 2 1 h y d r o p h o b i c r e s i d u e s f l a n k e d b y t w o l y s i n e r e s i d u e s o f t h e o r i g i n a l L W p e p t i d e ( u n d e r l i n e d ; r e f . 1 , 2 ) a n d a n a t i v e s e q u e n c e o f t h e N -a n d C -t e r m i n a l m e m b r a n e p r o x i m a l m o t i f s f r o m h u m a n T C R ζ ( f i v e N -a n d f o u r C -t e r m i n a l r e s i d u e s ) . S o l u t i o n s o f1 0 0 μ M L W 2 1 , 1 0 0 µ M C 2 - L W 2 1 a n d 1 μ M A t t o4 8 8 -L W 2 1 p e p t i d e s w e r e f r e s h l y p r e p a r e d i n T F E f o r e a c h e x p e r i m e n t . D i m e r i c p e pt i d e C 2 - L W 2 1 ( M W 8 5 7 9 , ( C G L L D P K K W W L L L L L L L L A L L L L L L L L W W K K F S R S ) 2 ; B i o m a t i k , W i l m i n g t o n , U S A )w a s o b t a i n e d b y c y s t e i n e o x i d a t i o n o f m o n o m e r i c p e p t i d e . T h e e f f i c i e n c y o f d i m e r i z a t i o n ( > 9 5 % ) w a s c o n f i r m e d b y m a s s s p e c -t r o m e t r y a n d H P L C . S y n t h e t i c m e l i t ti n ( M W 2 8 4 5 , G I G A V L K V L T T G L P A L I S W I K R K R Q Q )w a s o b t a i n e d f r o m S i g m a -A l d r i c h .
Preparation of model membranes (vesicles)
F o r v e s i c l e p r e p a r a t i o n , l i p i d s ( D O P C a n d c h o l e s t e r o l ) w e r e d i s s o l v e d i n c h l o r o f o r m , f l u o r e s c e n t p r o b e s( D P H a n d L a u r d a n ) i n m e t h a n o l a n d u n l a - b e l e d L W 2 1 , C 2 - L W 2 1 a n d A t t o 4 8 8 - L W2 1 p e p t i d e s w e r e d i s s o l v e d i n T F E . L U V ( l a r g e u n i l a m e l l a r v e s i c l e ) s u s p e n s i o n w a s p r e p a r e d a s d e s c r i b e d b e l o w . L i p i d s , p e p t i d e a n d f l u o r e s c e n t p r o b e s ( p r o b e : l i p i d m o l a r r a t i o = 1 : 1 0 0 ) w e r e m i x e d i n t h e d e s i r e d r a t i o i n a g l a s s t u b e . O r g a n i c s o l v e n t s w e r e e v a p o r a t e d u n d e r a s t r e a m o f n i t r o g e n w h i l e c o n t i n u o u s l y i n c u b a t e d i n a w a t e r b a t h ( a m b i e n t t e m p e r a t u r e ) a n d t h e n k e p t u n d e r v a c u u m f o r a t l e a s t 1 h o u r . T h e d r y l i p i d f i l m w a s h y d r a t e d i n h e a t e d 1 0 5m O s m / k g g l u c o s e b u f f e r ( 4 0 ° C , ∼ 7 5 m M g l u c o s e , 1 0 m M H E P E S , 1 0 m M N a C l a n d p H = 7 . 4 ) a n d v o r t e x e df o r 5 m i n u t e s . T h e c y c l e s o f h e a t i n g a n d v o r t e x i n g w e r e r e p e a t e d u n t i l t h e l i p i d s a n d p e p t i d e s w e r e s u s p e n d e d i n t h e s o l u t i o n . T o f a c i l i t a t e t h e d e t a c h m e n t o f p e p t i d e s a n d l i p i d s f r o m t h e s u r f a c e d u r i n g t h e v o r t e x i n g , g l a s s b e a d s ( e x t e n s i v e l y c l e a n e d ; 2 m m i n d i a m e t e r ) w e r e a d d e d t o t h e t u b e . L U V s w e r e o b t a i n e d b y e x t r u s i o n o f l i p i d a n d p e p t i d e s u s p e n s i o n t h r o u g h a p o l y c a r b o n a t e m e m b r a n e w i t h a n e f f e c t i v e p o r e d i a m e t e r o f 1 0 0 n m ( A v e s t i n , O t t a w a , C a n a d a ) b y 5 0 p a s s a g e s a t a m b i e n t t e m p e r a t u r e . M o n o m e r i c c o n t r o l f o r a n i s o t r o p y w a s p r e p a r e d b y a d d i n g a q u e o u s s o l u t i o n o f m e l i t t i n p e p t i d e w h i c h s p o n t a n e o u s l y i n t e g r a t e s i n t o l i p i d m e m b r a n e s , t o t h e s u s p e n s i on o f D O P C L U V s . G U V s ( g i a n t u n i l a m e l l ar v e s i c l e s ) w e r e p r e p a r e d b y m i x i n g l i p i d s , p e p t i d e s a n d p r o b e s i n a d e s i r e d r a t i o i n a g l a s s v i a l ( 2 m l ) -a l t o g e t h e r 1 0 0 n m o l o f a l l l i p i d s p e c i e s . F o r f l u o r e s c e n c e c o r r e l a t i o n s p e c t r o s c
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1 1 m  e  n  t  s  c  o  n  s  i  s  t  e  d  o  f  t  h  e  r  e  c  o  r  d  i  n  g  o  f  f  l  u  o  r  e  s  c  e  n  c  e  d  e  c  a  y  s  w  i  t  h  t  h  e  2  d  i  f  f  e  r  e  n  t  o  r  i  e  n  t  a  t  i  o  n  s  o  f  t  h  e  e  m  i  s  s  i  o  n  a  n  d  e  x  c  i  t  a  t  i  o  n  p  o  l  a  r  i  z  e  r  s  .  T  h  e  a  n  i  -s  o  t  r  o  p  y  d  e  c  a  y  r  (  t  )  w  a  s  t  h  e  n  c  a  l  c  u  l  a  t  e  d  a  c  c  o  r  d  i  n  g  t  o  e.  (  7  ) :
Time-resolved fluorescence anisotropy
w h e r e I  v  v   i  s  t  h  e  f  l  u  o  r  e  s  c  e  n  c  e  d  e  c  a  y  m  e  a  s  u  r  e  d  w  i  t  h  b  o  t  h  e  x  c  i  t  a  t  i  o  n  a  n  d  e  m  i  s  s  i  o  n  p  o  l  a  r  i  z  e  d  v  e  r  t  i  c  a  l  l  y  ,  a  n  d   I  v  h   w  i  t  h  t  h  e  v  e  r  t  i  c  a  l  l  y  p  o  l  a  r  i  z  e  d  e  x  c  i  t  a  -t  i  o  n  a  n  d  h  o  r  i  z  o  n  t  a  l  l  y  p  o  l  a  r  i  z  e  d  e  m  i  s  s  i  o  n  .  G  -f  a  c  t  o  r  (   G   )  w  a  s  d  e  t  e  r  m  i  n  e  d  b  y  a  cu  i  r  i  n  g  f  l  u  o  r  e  s  c  e  n  c  e  d  e  c  a  y  s  f  o  r  a  s  t  a  n  d  a  r  d  s  o  l  u  t  i  o  n  o  f  f  r  e  e  d  y  e  (  1  0 μM peer-reviewed) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission.
Expression of LW21-GFP proteins in human cells
